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棄物全体(約 3 億 8 千万トン)の 5 分の１以上を占めている 2)ことから、畜産廃水
の効率的な処理が非常に重要とされている。しかし、現在最も一般的な廃水処
理では、好気性微生物を利用するために曝気のプロセスだけで、廃水 1 m3 当り
0.5 kWh の電力が必要であり 3)、国内総電力の 0.5 %が活性汚泥法に使用されて
いる 4)。 
 そこで近年、新しい発電方法として注目を集めているのが、微生物燃料電池




























 （式１）C2H4O2 + 2H2O → 2CO2 + 8H+ + 8e- 
 
 （式２）[Fe(CN)6]3- + e- →[Fe(CN)6]4-  
 
 （式３）O2 + 4H+ + 4e- → 2H2O 
 












 特にMethanothermobacter thermautotrophicus strain ΔHは水素資化性メタン菌の
モデル微生物であり、P. thermopropionicum strain SI と導電性のナノワイヤで結び
つきながら共生関係を構築する事が知られている 24), 25)。この共生関係における
ナノワイヤの役割や、共生メカニズムについてはほとんど明らかになっていな









 現在のところ、メタン菌のみをカソード触媒として利用した MFC による発電
については世界でも報告例が無い。そこで本論文では、1) メタン菌カソード電
極を用いた MFC の作製と発電性能の評価，2) メタン菌カソードの性能向上を
目的とした、メタン菌およびカーボンフェルト電極の付着特性，3) 高密度メタ
ン菌カソード電極を用いた MFC 性能の評価について検討するために、高温水素
資化性メタン生成菌である M. thermautotrophicus strain ΔH をカソード触媒とし
て利用した MFC を作製し、既存の白金含有カソード MFC の発電性能と比較を
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害な Cr(Ⅲ)への還元を行った 2)。 
 バイオカソード MFC においては、酸化還元電位の高さと、基質コストの安さ














































図 2-0-1 pH 7.0 における生物学的なレドックス反応式 
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・第１節 バッチ式メタン菌カソード微生物燃料電池 





・1. MFC の構造 
  バッチ式メタン菌カソード MFC として、２つの 500 mL バイアル瓶を繋げ
た H 型の MFC を作製した(図 2-1-1)。カソードチャンバーおよびアノードチャ
ンバーはプロトン交換膜(Nafion®117, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)によっ
て分離されている。 
  カソード電極およびアノード電極はオートクレーブ滅菌したカーボンフェ
ルト(3.0×8.0×0.5 cm, CARBORON® felt; Nippon Carbon Co., Ltd., Japan)からなり、




  カ ソ ー ド 触 媒 と し て 、 高 温 性 水 素 資 化 性 メ タ ン 菌 で あ る M. 




カソード培地として、ミリ Q 水に 0.14 g/L KH2PO4, 0.54 g/L NH4Cl, 0.20 g/L 
MgCl2•6H2O, 0.075 g/L CaCl2•2H2O, 2.5 g/L NaHCO3, 0.20 g/L イースト抽出物, 0.1 
mg/L レサズリン, 微量元素溶液を溶かし、オートクレーブ滅菌(120˚C, 20 分)を
行った。滅菌後は、培地が熱いうちにオートクレーブから取り出し、氷中で培
地を急冷しながら、CO2 ガス(≧99.5%)で 30 分間バブリングを行った。その後、
ビタミン溶液と 0.5 g/L システイン-HCl, 0.5 g/L Na2S•9H2O を添加し、HCl によ
り pH 7.00 前後に調整した。カソード培地に添加した微量元素溶液およびビタミ
ン溶液については、NBRC の Medium 1067 を参考にした 13)。 
アノード培地についても同様に、ミリ Q 水に 0.14 g/L KH2PO4, 0.54 g/L 
NH4Cl, 0.20 g/L MgCl2•6H2O, 0.075 g/L CaCl2•2H2O, 2.5 g/L NaHCO3, 0.20 g/L イー
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スト抽出物, 0.1 mg/L レサズリン, 微量元素溶液を溶かし、オートクレーブ滅菌
(120℃，20 分)を行った。滅菌後は、培地が熱いうちにオートクレーブから取り
出し、氷中で培地を急冷しながら、N2 ガス(≧99.999 %)で 30 分間バブリングを
行った。その後、ビタミン溶液と亜セレン酸塩/タングステン酸塩溶液，0.5 g/L シ
ステイン-HCl, 0.5 g/L Na2S•9H2O，プロピオン酸 10 mM, メタン生成阻害剤であ
るブロモエタンスルホン酸(BES) 0.5 mM を添加し、pH 7.00 前後になるように
HCl にて調整を行った。微量元素溶液およびビタミン溶液、亜セレン酸塩/タン
グステン酸塩溶液は、プロピオン酸酸化菌である Pelotomaculum の培地(DSMZ 
Medium 960)を参考にした 14)。 
 
・4. 運転条件 
  両チャンバーに培地 450 mL と種菌 50 mL を充填した後、カソード気層を
CO2 ガス(≧99.5%)、アノード気層を N2 ガス(≧99.999 %)でそれぞれ曝気した。 




  メタン菌カソード MFC の発電能力を調べるために、電圧計(midi LOGGER 
GL240，GRAPTEC, Japan)を用いて５分ごとに電圧 V を測定した。この時、10 Ω
の外部抵抗を接続しているため、電流値 I は I = V/10 で求められる。 
電気化学分析を行うために、定期的に電圧計と外部抵抗の接続を外し、ポ
テンショスタット(ECstat-101, EC FRONTIER CO., Ltd., Japan)による分析を行っ
た。電気化学分析は、線形リニアボルタメンメトリを走査速度 1 mV/s で行い、
データはポテンショスタットに接続した PC で記録した。 
 
・6. 化学分析 
  (1) ガス分析 
   気層中のメタンガス濃度を測定することで、メタン菌のメタン生成によっ
て消費された電子の量を計算した。メタン生成の化学式 (CO2 + 8H+ + 8e- → CH4 
+ 2H2O )より、1 mol のメタンが生産されるのに、8 mol の電子が消費されると計
算することができる。この時、実験温度は 56˚C であるため、ガスのモル体積を
1 mol 当たり 26.9 L で計算している。ガス分析の後、カソード/アノード気層を
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CO2 ガス/N2 ガスでそれぞれ２分間曝気した。 
   ガス分析には、TCD 型検出器ガスクロマトグラフ（GC-8A SHIMADZU）
を用いた。キャリアガスはアルゴン。カラム温度 90 ˚C、検出器温度 100 ˚C、注
入孔温度 100 ˚C、感度 60 m、カラム流量 42 mL/分の条件で分析を行った。ガス
試料の注入量は 1 mL とした。結果はクロマトパック（C-R8A CHROMATOPAC、
SHIMADZU）により打ち出した。使用したカラムは、SHINCARBON ST（ステ
ンレス、3 mmφ×2 m）である。 
  (2) COD 
アノード培地の COD 濃度から、アノードにおける COD 除去率と有機物分
解によって生じた電子の量を計算した。有機物分解によって生産された電子の
量は、Logan らのレビューを参考に、下記の式を使って求めた 15)： 
電子量	𝐸 = $×&'()*+×∆-./0.1   
この時、n は酸素 1 mol 当りの電子交換量（n = 4），Uanode はアノード培地
量[L]，ΔCOD は COD の除去量[g/L]，MO2 は酸素の分子量（MO2 = 32 g/mol）を表
している。 
  CODCr 測定は、HACH Digestion Solution for COD 0-1500 ppm Range（HACH）
に排液サンプル（2.5 倍希釈したもの）を 2 mL 投入し、150 ◦C で 120 分加温し
た後、HACH 水質分析器 DR/890（HACH）を使用して測定した。 
 
・7. DNA 抽出 
  今回のメタン菌カソード MFC では、無菌のカーボンフェルト電極に対しそ
れぞれの種菌を接種することで、触媒となる微生物が運転中に自然に電極に付
着するようにしている。そこで MFC 運転前の培地中のメタン菌量と、MFC 運
転後の電極上のメタン菌量を比較した。 
  DNA 抽出は、Power Soil DNA Isolation Kit (Mo Bio Laboratories, Inc., Carlsbad, 
CA, USA)を用いて行った。 
 
・8. 定量 PCR 
定量 PCR は、Chromo 4™, Opeticon Monitor™ software (ver. 3.1; Bio-Rad 
Laboratories, Inc., CA, USA)および Mighty Amp® for Real Time (SYBRR 
Plus) (Takara Bio Inc., Shiga, Japan)を用いて行った。反応液(25 µL)はメーカ
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ーのプロトコルに従い、2× Mighty Amp for Real Time (TB Green™ Plus, 12.5 
µL), プライマー 1106F (5’- TTW AGT CAG GCA ACG AGC-3’) and 1378R 
(5’-TGT GCA AGG AGC AGG GAC-3’; 1 µL each) 16)、DNA 抽出液(1 µL)、滅菌
ミリ Q 水を混合した。定量 PCR のプログラムは、初期熱変性として 95 ˚C 10 s
で加熱した後, 熱変性 95 ˚C 10 s，アニーリング 57 ˚C 10 s，伸長反応 72 ˚C 6 s




  図 2-1-4 にバッチ式メタン菌カソード MFC による発生電流値を示した(図 
2-1-2)。培地サンプルを採取した直後(図中の矢印で示した時点)に電流値が大き
く増減しているが、73,120分間の運転の間安定した発電をすることに成功した。
この時、実験期間内に発生した累積電流値から、73,120 分の間に 2.71 mmol の電
子がアノードからカソード移動したことが分かった。 
  また電気化学分析により、運転開始から 73,000 分後の最大電力密度を測定




  M. thermautotrophicus がカソード触媒として機能していることを確認するた
めに、カソード気層のメタンガス濃度を分析した(図 2-1-3)。カソードチャンバ
ーでは合計 0.23 mmol のメタンガスが生産されていたことから、1.84 mmol の電
子がカソードチャンバー内で消費されていた。 
 一方アノードチャンバー内では、BES を添加していたにも関わらず 3.68 mmol
のメタンガスが発生していた。 
 
・3. COD 除去 
  メタン菌カソード MFC のアノード培地について、COD 分析を行った。MFC
で処理を行う前の COD 濃度は 1770 mg/L（sCOD）であった。図 2-1-4 に示すよ
うに、73,120 分間の運転によって 87%の COD が除去された。これより、アノー
ドチャンバー内の嫌気性微生物群集によって、有機物から 96.63 mmol の電子が




  バッチ運転前後の菌液および電極上のメタン菌量を図 2-1-5 に示した。本
実験では無菌のカーボンフェルト電極に対し、それぞれの種菌を接種している。
運転開始時、カソード培地内には 1.0 × 108 copies /cm3 の M. thermautotrophicus が
存在していたが、73,120 分間の運転後のカソード電極には 2.3 × 106 copies /cm3
の M. thermautotrophicus しか付着していなかった。 
  一方、運転開始時のアノード培地には 2.3 × 107 copies /cm3 のメタン菌が存











87 %が除去され、有機物由来の電子が 96.63 mmol 生産されていた。しかし、実




ろ、3.68 mmol とカソードの 16 倍以上のメタンガスが発生していた。また定量
PCR においても、運転開始時アノード培地中に 2.3 × 107 copies /cm3 の濃度で存





る 18)。今回アノードチャンバーに添加した BES はメタン生成において重要な補
酵素Mの構造類似体であり 19)、メタン生成の阻害剤として知られている 20)。Chae
 22 
らの研究では、MFC アノードに対して BES を 0.27 mM 以上添加した時、メタン
生成をほぼ完全に抑制したと報告されていた 18)。今回の実験では、この量を超





















































































































































表 2-1-1 バッチ式メタン菌カソード MFC における電子の変換量 
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・第２節 連続運転式メタン菌カソード微生物燃料電池 








  カーボンフェルト(CARBORON® felt, Nippon Carbon Co., Ltd, Japan)を直径
１ cm, 厚さ 0.5 cm の円柱形にくり抜き、カソード/アノード電極として用いた。 
 
・2. 培地成分 
カソード培地として、ミリ Q 水に 0.14 g/L KH2PO4, 0.54 g/L NH4Cl, 0.20 g/L 
MgCl2•6H2O, 0.075 g/L CaCl2•2H2O, 2.5 g/L NaHCO3, 0.20 g/L イースト抽出物, 0.1 
mg/L レサズリン, 微量元素溶液を溶かし、オートクレーブ滅菌(120˚C, 20 分)を
行った。滅菌後は、培地が熱いうちにオートクレーブから取り出し、氷中で培
地を急冷しながら、CO2 ガス(≧99.5%)で 30 分間バブリングを行った。その後、
ビタミン溶液と 0.5 g/L システイン-HCl, 0.5 g/L Na2S•9H2O を添加し、HCl によ
り pH 7.00 前後に調整した。カソード培地に添加した微量元素溶液およびビタミ
ン溶液については、NBRC の Medium 1067 を参考にした 13)。 
アノード培地についても同様に、ミリ Q 水に 0.14 g/L KH2PO4, 0.54 g/L 
NH4Cl, 0.20 g/L MgCl2•6H2O, 0.075 g/L CaCl2•2H2O, 2.5 g/L NaHCO3, 0.20 g/L イー
スト抽出物, 0.1 mg/L レサズリン, 微量元素溶液を溶かし、オートクレーブ滅菌
(120℃，20 分)を行った。滅菌後は、培地が熱いうちにオートクレーブから取り
出し、氷中で培地を急冷しながら、N2 ガス(≧99.999 %)で 30 分間バブリングを
行った。その後、ビタミン溶液と亜セレン酸塩/タングステン酸塩溶液，0.5 g/L シ
ステイン-HCl, 0.5 g/L Na2S•9H2O，プロピオン酸 10 mM, 酢酸ナトリウム 5mM
を添加し、pH 7.00 前後になるように HCl にて調整を行った。微量元素溶液およ
びビタミン溶液、亜セレン酸塩/タングステン酸塩溶液の組成については、






 100 mL のバイアル瓶にそれぞれの培地と炭素フェルト(直径１cm×厚さ 0.5 
cm)を入れ、１分間 窒素ガス(純度 99.999 %)でバブリングした後、ブチルゴム栓
とアルミキャップで密封した。 
 カソード電極には、高温性水素資化性メタン生成菌 M. thermautotrophicus strain 
ΔH (NBRC 100330)を接種し、気層が H2 :CO2 = 80 : 20（1.5 気圧）になるように
ガスを封入後、55 ˚C で静置培養を行った。 
 アノード電極の培養瓶には、メタン発酵槽(Miyagi, Japan)由来の消化液を接種
し、気層を N2 :CO2 = 80 : 20（１気圧）に置換した後、55℃で静置培養を行った。
MFC アノード上でメタン菌が増殖した場合、有機物分解によって発生した電子
がカソードへ伝達されず、アノードのメタン生成菌によって消費されてしまう
ことが知られている 18)。そこで MFC への利用の前に、アノード電極を 55 ˚C, 空
気条件で 5 日間乾燥することでメタン菌活性の抑制を行った。乾燥後、再び新
しい培地をバイアル瓶に入れ、１分間窒素バブリングを行い、嫌気条件で３日
間静置培養を行ってから MFC 電極として使用した(図 2-2-1)。 
 
・4. マイクロサイズ MFC の構造 
 厚さ 4 mm のシリコンゴムシートに直径 1 cm の穴を開け、カソード電極とア
ノード電極をそれぞれ嵌め込み、プロトン交換膜(Nafion®117, Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA)と一緒にマイクロセル(Microcell, Tsukuba Materials Information 





から 80 µL/min の速度で送液することで連続運転を行った。MFC 内部で培地が
流れるのはカーボンフェルト電極がはめ込まれている部分だけであるため、両
チャンバーの容積はそれぞれの電極体積である 0.3925 mL と計算できる。 
この MFC においてカソードおよびアノード電極が電子の授受を行うのは、電
極と集電炭素板(図 2-2-2 に示す b のパーツ)が直接接触している部分だけである
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ため、電極表面積は 0.5 cm × 0.5 cm × 3.14 = 0.785 cm2 と計算した。 
MFC は電極部を除きウォーターバスに浸すことで 56 ℃を保持し、11,300 分間
(=約 8 日間)の連続運転を行った。 
 
・6. 電気化学分析 
 メタン菌カソード MFC の発電能力を調べるために、電圧計(midi LOGGER 
GL240，GRAPTEC, Japan)を用いて５分ごとに電圧 V を測定した。この時、10 Ω
の外部抵抗を接続しているため、電流値 I は I = V/10 で求められる。 
電気化学分析を行うために、定期的に電圧計と外部抵抗の接続を外し、ポテ
ンショスタット(ECstat-101, EC FRONTIER CO., Ltd., Japan)による分析を行った。
電気化学分析は、線形リニアボルタメンメトリを走査速度 1 mV/s で行い、デー




mL ずつ回収し、8000 g, ２０分間の遠心分離後、上清を 0.20 µm フィルターで
濾過し、-25℃で冷凍保存した。 
 
・8. COD 分析 
アノード培地の COD 濃度から、アノードにおける COD 除去率を計算した。 
CODCr 測定は、HACH Digestion Solution for COD 0-1500 ppm Range（HACH）
に排液サンプル（2.5 倍希釈したもの）を 2 mL 投入し、150 ◦C で 120 分加温し
た後、HACH 水質分析器 DR/890（HACH）を使用して測定した。 
 
・7. DNA 抽出 
電極上に付着する微生物の DNA 抽出を行う場合、カーボンフェルト電極ごと
破砕するため、MFC に使用する微生物電極から直接 DNA を抽出することはで
きない。そこで、カソード/アノード電極の付着培養時に、同じバイアル瓶内に
複数のカーボンフェルト電極を培養し、そのうち１つを MFC 電極に利用、残り
を DNA 抽出することで、MFC 運転開始時の電極上に付着するメタン菌量を推
測した。MFC 運転後の電極については、そのまま破砕し DNA 抽出を行った。 




・8. 定量 PCR 
定量 PCR は、Chromo 4™, Opeticon Monitor™ software (ver. 3.1; Bio-Rad 
Laboratories, Inc., CA, USA)および Mighty Amp® for Real Time (SYBRR 
Plus) (Takara Bio Inc., Shiga, Japan)を用いて行った。反応液(25 µL)はメーカ
ーのプロトコルに従い、2× Mighty Amp for Real Time (TB Green™ Plus, 12.5 
µL), プライマー 1106F (5’- TTW AGT CAG GCA ACG AGC-3’) and 1378R 
(5’-TGT GCA AGG AGC AGG GAC-3’; 1 µL each) 16)、DNA 抽出液(1 µL)、滅菌
ミリ Q 水を混合した。定量 PCR のプログラムは、初期熱変性として 95 ˚C 10 s
で加熱した後, 熱変性 95 ˚C 10 s，アニーリング 57 ˚C 10 s，伸長反応 72 ˚C 6 s





  図 2-2-3 にマイクロサイズメタン菌カソード MFC による連続運転の結果を
示した(図 2-2-3)。運転開始から 2,500–3,000 min で発電が確認でき、8,500 min
時点には最大電流密度2,600 mA/m2, 最大電力出力40 µW (電極表面積当たり500 
mW/m2)と非常に高い発電性能を達成した。 
  しかし、運転開始から 9,000 min 以降には発生電流値が徐々に落ち、運転を
終えた 11,300 min 時点には 100 mA/m2 まで低下していた。 
 
・2. COD 除去 
  メタン菌カソード MFC のアノード培地について、COD 分析を行った(図 
2-2-4)。図中の矢印は、アノードサンプルを採取した時点を表している。MFC で
処理を行う前の COD 濃度は 1073 mg/L だった。最も発電能力の高かった 8500
分前後では、アノード中の COD の 31.4 %が除去されていた。 
 
・3. メタン菌量の変化 
  連続運転前後のカソード電極上のM. thermautotrophicus付着量を図 2-2-5に
示した。連続運転前には 2.8 × 109 copies /cm3 の M. thermautotrophicus が付着して
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 メタン菌カソード MFC のマイクロサイズ化および連続運転によって、最大電




 今回の連続運転では、最も発電性能の高かった 8500 分前後においてもアノー













することは MFC の効率化や長寿命化の観点からも有効であると考えられる。 
今回の連続運転では、常に新鮮な培地を基質として供給しているにも関わら
ず、運転開始から 9,000 min 以降発電性能が低下してしまった。これは、連続運








 第一節において、高温水素資化性メタン菌である M. thermautotrophicus strain 









カソード MFC を作製し連続運転を行った。その結果、最大電力密度 500 mW/m2
と既存の白金カソード MFC に匹敵する発電性能を達成し、メタン菌が MFC カ
ソードの白金代替触媒として利用できることを示した。 
自立型のセンサー電源には、500 µW 以上の電力出力が必要だと言われており
24)、仮に 1 cm2 電極サイズの MFC によって自立型センサーを動かす場合、500 
µW/cm2 = 5,000 mW/m2 の電力出力が必要となる。したがって、現在の最大電力
密度(500 mW/m2)の 10 倍以上の発電性能を安定して供給することができれば、
メタン菌カソード MFC によるセンサー電源への利用が現実的となる。 
 一方、メタン菌カソード MFC の連続運転では、常に新鮮な培地を基質として
供給しているにも関わらず、運転開始から 9,000 min 以降発生電流値が減少して
いた。これは、連続運転の前後でカソード電極上に付着していた M. 




























































図 2-2-2 マイクロサイズメタン菌カソード MFC の構造 
 a)  カバープレート 
b)  集電炭素板 
c)  シリコンゴムシート (厚さ 5 mm) 
d)  カソード電極 (M. thermautotrophicus strain ΔH を事前に付着) 
e)  プロトン交換膜 (Nafion®117)  



































































































表 2-2-1 白金含有カソード MFC との性能比較 
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 MFC アノードにおいては、電極材料への酸性処理 1),2)，高温アンモニア処理








 現状では、MFC アノードに比べて MFC カソードへの電極表面処理の応用は
進んでおらず、特にメタン菌カソードへの表面処理は我々の知る限り行われて
いない。またメタン菌の付着特性に関する研究の多くが中温の酢酸資化性メタ
ン菌に集中しており 12),13)、Methanothermobacter thermoautotrophicus のよ
うな高温水素資化性メタンの付着性に関する知見はほとんど得られていない。 
 そこで本章では、高密度に M. thermoautotrophicus の付着したメタン菌カソ
ードを作製するために、カーボンフェルト表面に７種類の化学処理を行い、電













・1. 付着量の異なる M. thermautotrophicus 担体 
  直径 1 cm×厚さ 0.5 cm の円柱形のカーボンフェルト(CARBORON® felt, 
Nippon Carbon Co., Ltd, Japan)を担体に用いた。このカーボンフェルト担体
には事前に M. thermautotrophicus strain ΔH (NBRC 100330)を培養し、M. 
thermautotrophicus付着量の異なる２種類のメタン菌担体を作製した。この時、
初期付着量の少ない“担体A”には 4.26×107 copiesのM. thermautotrophicus、




  培養培地として、蒸留水に 0.14 g/L KH2PO4, 0.54 g/L NH4Cl, 0.20 g/L 
MgCl2•6H2O, 0.075 g/L CaCl2•2H2O, 2.5 g/L NaHCO3, 0.20 g/L イースト抽
出物，0.80 g/L 酢酸ナトリウム，0.1 mg/L レサズリン, 微量元素溶液を溶解し
た。50 mL バイアル瓶に作成した培地を 20 mL ずつ入れ、フィルターを通した
窒素ガス(99.999%)で 2 分間バブリング後、ブチルゴム栓とアルミキャップで封
をしオートクレーブ滅菌(120 ˚C，20 分)を行った。滅菌した培地が冷めたらゴ
ム栓越しに、フィルター(0.20 µm)滅菌したビタミン溶液と 0.5 g/L システイン
-HCl, 0.5 g/L Na2S•9H2O を添加し、HCl を用いて pH 7.00 前後に調整した。
培地に添加した微量元素溶液およびビタミン溶液については、NBRC の
Medium 1067 を参考にした 14)。 






  バイアル瓶内の気層が H2 :CO2 = 80 : 20 の 1.5 気圧になるように調整し、





ム栓越しに気層からガスを 1 mL 引き抜き、ガス分析を行った。 
  ガス組成の測定には、TCD 型検出器ガスクロマトグラフ（GC-8A 
SHIMADZU）を用いた。キャリアガスはアルゴン。カラム温度 90 ˚C、検出器
温度 100 ˚C、注入孔温度 100 ˚C、感度 60 m、カラム流量 42 mL/分の条件で分
析を行った。ガス試料の注入量は 1 mL とした。結果はクロマトパック（C-R8A 
CHROMATOPAC、SHIMADZU）により打ち出した。使用したカラムは、




・1. M. thermautotrophicus 付着量によるメタン生成速度の違い 
  M. thermautotrophicus の付着量の異なる担体 A (4.26×107 copies)および
担体 B (2.93×1010 copies)を用意し、メタン生成速度の比較を行った。その結果、
M. thermautotrophicus初期付着量の多かった担体Bは培養開始から 12時間程
度で定常状態に達していたのに対し、担体 B が定常状態になったのは培養から
26 時間後だった(図 3-1-1)。 
  また、図 3-1-1 のグラフの傾きからそれぞれの担体のメタン生成速度を計算
すると、担体 A のメタン生成速度が 1.26 mL/h だったのに対し、担体 B の生成










































表 3-1-1 メタン菌付着量とメタン生成速度の関係 
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  支持担体として、円柱形(直径 1 cm×厚さ 0.5 cm)に加工したカーボンフェ
ルト(CARBORON® felt, Nippon Carbon Co., Ltd, Japan)を利用した。 
 
・2. 化学的表面処理 
  蒸留水処理(コントロール区)に加え、７種類(KOH, NaOH, HCl, HNO3, 





  カーボンフェルトを 1.0 mol/L の処理液にそれぞれ入れた後、真空脱気を複
数回行うことで、フェルトを完全に溶液中に沈めた。化学的表面処理として、






  (1) 表面疎水性の測定 
  カーボンフェルト表面の疎水性を評価するために、水接触角の計測を行っ




  (2) FT-IR 分析 
  化学的表面処理によって変化したカーボンフェルト上の官能基を分析する
ために、フーリエ変換型赤外分光法 (FT-IR: Fourier Transform Infrared 
Spectroscopy)が用いられた。化学処理をしたカーボンフェルトを細切し、KBr：
カーボンフェルト = 400 mg：100 mg の比で混ぜ合わせた。混合物は、FT-IR
分光光度計(Frontier MIR/NIR, PerkinElmer Japan Co., Ltd., Kanagawa, 
Japan)を用いて分析した。 
 
・4. M. thermoautotrophicus の付着培養 
  M. thermautotrophicus strain ∆H (NBRC 100330)は NBRC (NITE 
Biological Resource Center, Chiba, Japan)から得られた。培養培地として、脱
イオン水に 0.14 g/L KH2PO4, 0.54 g/L NH4Cl, 0.20 g/L MgCl2•6H2O, 0.075 
g/L CaCl2•2H2O, 2.5 g/L NaHCO3, 0.20 g/L イースト抽出物(Difco)，0.80 g/L 
酢酸ナトリウム，0.1 mg/L レサズリン, 微量元素溶液を溶解した。50 mL バイ
アル瓶に作成した培地を 5 mL ずつ入れ、窒素ガス(99.999%)で 2 分間のバブリ
ング後、ブチルゴム栓で封をし、オートクレーブ滅菌(120 ˚C，20 分)を行った。
シリンジを用いてゴム栓越しに、フィルター滅菌したビタミン溶液と 0.5 g/L 
システイン-HCl, 0.5 g/L Na2S•9H2O を添加し、HCl を用いて pH 7.00 前後に
調整した。微量元素溶液およびビタミン溶液の構成成分は、NBRC の Medium 
1067 を参考にした 14)。その後処理担体を 5 個ずつ入れ、すぐにフィルターを
通した窒素ガスで 2 分間バブリングした後、再びブチルゴム栓で封をした。 
  シリンジを用いて水素資化性メタン生成菌 M.thermautotrophicus strain 
ΔH (NBRC 100330)の培養液を 5 mL ずつゴム栓越しに接種した。その後、気層








温度 100 ˚C、注入孔温度 100 ˚C、感度 60 m、カラム流量 42 mL/分の条件で分
析を行った。ガス試料の注入量は 1 mL とした。結果はクロマトパック（C-R8A 
CHROMATOPAC、SHIMADZU）により打ち出した。使用したカラムは、
SHINCARBON ST（ステンレス、3 mmφ×2 m）である。標準ガスはメタン、
水素の 2 種類である。 
 
・6. M. thermoautotrophicus 付着担体の取り出し 
  21 日間の培養後、M. thermoautotrophicus 付着担体を培養瓶の中から取り
出した。サンプルは、残留物を除去するために、滅菌した 0.9% NaCl 溶液で３
度洗浄された。5 個の培養担体のうち 1 個を SEM 観察、3 個を定量 PCR によ
る付着量の分析に用いた。 
 
・7. 定量 PCR 
各処理担体に付着した M. thermoautotrophicus の量を比較するために、ア
ーキア 16S rDNA を標的とした定量 PCR を行った。培養後 0.9 % NaCl で洗浄
したカーボンフェルトを破砕し、Power Soil® DNA Isolation Kit (Mo Bio 
Laboratories, Inc., Carlsbad, CA, USA)を用いて DNA 抽出を行った。抽出はマ
ニュアルを参考に行った。 
 
定量 PCR は、Chromo 4™, Opeticon Monitor™ software (ver. 3.1; Bio-Rad 
Laboratories, Inc., CA, USA)および Mighty Amp® for Real Time (SYBRR 
Plus) (Takara Bio Inc., Shiga, Japan)を用いて行った。反応液(25 µL)はメーカ
ーのプロトコルに従い、2× Mighty Amp for Real Time (TB Green™ Plus, 12.5 
µL), プライマー 1106F (5’- TTW AGT CAG GCA ACG AGC-3’) and 1378R 
(5’-TGT GCA AGG AGC AGG GAC-3’; 1 µL each) 15)、DNA 抽出液(1 µL)、滅菌
ミリ Q 水を混合した。定量 PCR のプログラムは、初期熱変性として 95 ˚C 10 s
で加熱した後, 熱変性 95 ˚C 10 s，アニーリング 57 ˚C 10 s，伸長反応 72 ˚C 6 s
を 50 サイクル行った 16)。 
 
・8. SEM 観察 
処理担体に付着する細胞を、1.25 %グルタルアルデヒドを加えた 67 mM の
リン酸塩バッファー(pH 6.5)で 4 ˚C，3 時間固定した 17) 。エタノールを用いて
 52 
段階的に脱水したのち、t-ブチルアルコールで乾燥し、白金パラジウムのコーテ








接触角は、136±6.4˚と強い疎水性を示した。KOH, HCl, HNO3, H2SO4 の処理
担体で有意な親水化(126-130˚)が起きていた(p < 0.05, t-test)が、最も接触角の




  表面処理による化学的な変化を調べるために、FT-IR分析を行った。図 3-2-1
は、精製水処理を行なったカーボンフェルト(コントロール)と、表面化学処理
(NaOH, HNO3, H2SO4 )を行ったカーボンフェルトの FT-IR スペクトル(500–
4,000 cm-1)を示している。全てのサンプルで、1385, 1630, 3435 cm-1付近のバ
ンドと、2820 から 2920 の範囲のバンドが見られた。 
1385 cm-1および 1630 cm-1 のピークは、それぞれ -COOH と-C=O の伸縮
運動のピークと一致した 18)。また、2820–2920 cm-1のピークは、-CH のピーク
と一致した。3435 cm-1 のバンドは、COOH 官能基における -OH の伸縮振動





の相対強度比を図 3-2-2 に示した。接触角の最も小さかった H2SO4処理カーボ
ンフェルトでは、親水基である-COOH, -C=O, -OH がコントロール表面と比べ






ったが、疎水基である-CH 基が 1/10 倍に減少していた。 
 
・3. 定量 PCR による M. thermoautotrophicus 付着量の比較 
21 日間の培養の後、全ての培養系において、気層中の H2 が完全に CH4
に変換されていた。定量 PCR を用いて、カーボンフェルトに付着したメタン生
成アーキア量の比較を行った。図 3-2-3 に示すように、コントロールと比較して、
NaOH 処理，HCl 処理，H2SO4処理および Na2HPO4処理を行ったカーボンフ
ェルトで付着量が有意に増加した(p < 0.05, t-test)。一方で、これら以外の処理
担体では、コントロールとの間に有意な差は見られなかった。 
 
・4. SEM 観察 
   図 3-2-4 に化学処理担体上に付着するメタン菌の様子を示した。カーボン
フェルト繊維上に付着しているロッド状の生物が M. thermautotrophicus であ
る。SEM 観察から、単位面積当たりのメタン菌付着量を計測したところ、コン
トロールと比べて NaOH 処理，HCl 処理，H2SO4処理および Na2HPO4処理担
体で有意に増加していた。したがって、SEM 観察からも RT-PCR によって求め
た遺伝子解析による定量の結果(図 3-2-3)と同様の傾向が得られた。 
 













見た(図 3-2-7)。メタン菌の付着量の多かった４処理(NaOH, H2SO4, HCl, 
NaH2PO4)では、-COOH 基と-OH 基がより強い相関関係(R2=0.9607)を示して
いた。それに対し、メタン菌の付着量が増加しなかった KOH, Na2SO4処理では、
















ている 22),23) 。しかし、Verrier らの報告では、異なる接触角を示すポリマーを
用いてメタン生成アーキアの初期付着量を比較したところ、Methanosaeta 
concilii が疎水性ポリマー(接触角 90-102˚)に優先的に付着したのに対し、
Methanospirillum hungatel JFI は親水性表面(接触角 58-65˚)に優先して付着
した 24) 。したがって、実際はメタン菌の種類によって、好ましい担体の表面疎
水条件が異なると考えられる。今回使用した処理カーボンフェルトは、水接触
角 126-134˚ と 非 常 に 強 い 疎 水 性 を 示 し た が 、 そ の 全 て で M. 








化学処理によって-COOH, -C=O, -CH, -OH の４つの官能基量が変化していた。
特に、メタン菌アーキアの付着量の多かった４つの処理担体(NaOH, H2SO4, 
HCl, NaH2PO4)では、-COOH 基と-OH 基が 1:.65 の比で存在していることがわ
かった。一般的に、微生物表面にはカルボキシル基やリン酸基が多く存在し、
担体表面とエステル結合を形成することで付着が促進すると言われている 25)。
したがって、担体表面上にバランス良く-COOH 基および -OH 基が存在するこ
とで、M. thermautotrophicus strain ΔH との化学結合が促進し、付着性が向
上する可能性が考えられる。一方で、HNO3 処理は今回得られた近似式に近い
割合で-COOH 基と -OH 基が分布しているにも関わらず、メタン菌の付着量は



























































































































































図 3-2-4 メタン菌付着担体の SEM 観察: 












































































図 3-2-7 M. thermautotrophicus 付着量の増加した化学処理 
(NaOH、HCl、H2SO4, Na2HPO4)における -OH 基および -COOH 基の相
関関係 
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・第３節 M. thermautotrophicus の表面処理による付着性の変化 
 第２節の結果より、カーボンフェルト電極表面を NaOH, H2SO4, HCl, 
NaH2PO4でそれぞれ処理した時、M. thermoautotrophicus の付着量が有意に増加
した。また FT-IR 分析により、電極表面に-COOH 基と-OH 基がコントロールに
対し一定の割合で分布している時、M. thermoautotrophicus の付着量が向上する










  培養培地として、蒸留水に 0.14 g/L KH2PO4, 0.54 g/L NH4Cl, 0.20 g/L 
MgCl2•6H2O, 0.075 g/L CaCl2•2H2O, 2.5 g/L NaHCO3, 0.20 g/L イースト抽
出物，0.80 g/L 酢酸ナトリウム，0.1 mg/L レサズリン, 微量元素溶液を溶解し
た。50 mL バイアル瓶に作製した培地を 20 mL ずつ入れ、フィルターを通した
窒素ガス(99.999%)で 2 分間バブリング後、ブチルゴム栓とアルミキャップで封
をしオートクレーブ滅菌(120 ˚C，20 分)を行った。滅菌した培地が冷めたらゴ
ム栓越しに、フィルター(0.20 µm)滅菌したビタミン溶液と 0.5 g/L システイン
-HCl, 0.5 g/L Na2S•9H2O を添加し、HCl を用いて pH 7.00 前後に調整した。
培地に添加した微量元素溶液およびビタミン溶液については、NBRC の
Medium 1067 を参考にした 14)。 
 
・3. M. thermautotrophicus 菌体表面の処理 
  M. thermautotrophicus 菌液を 15 mL ずつ計７本採取し、10,000 g で 3 分
間遠心分離を行い、上澄みを捨てた。その後、蒸留水，NaOH 0.5 M，HCl 0.5 
M，陽イオン界面活性剤である臭化ヘキサデシルトリメチルアンモニウム
(CTAB) 0.1 mM および 1.0 mM，陰イオン界面活性剤であるドデシル硫酸ナト
リウム(SDS) 0.1 mM および 1.0 mM の７種類の処理液をそれぞれ 10 mL ずつ
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加え、30 秒間ボルテックスをすることで M. thermautotrophicus 菌体表面の処
理を行った。 
処理液を取り除くために 10,000 g，3 分間の遠心分離をした後、上澄みを
捨てフィルタ滅菌した蒸留水 10 mL で懸濁した。この蒸留水洗浄を 3 回繰り返
し、得られた菌体を無菌の培養培地 5 mL で再懸濁することで培養種菌とした。 





・4. 表面処理をした M. thermoautotrophicus の付着培養 
50 mL バイアル瓶に滅菌処理した培養培地 15 mL と、円柱形(直径 1 cm×
厚さ 0.5 cm)に加工したカーボンフェルト(CARBORON® felt, Nippon Carbon 
Co., Ltd, Japan) 5 個を入れ、気層が H2 :CO2 = 80 : 20 (1.5 気圧)になるように
密閉した。ゴム栓越しに表面処理をした M. thermautotrophicus 種菌液 5 mL
を接種し、55 ˚C で 45 時間の震盪培養を行った。 
 
・5. ガス分析 
  数時間に１度、シリンジを用いて気層からガスを 1 mL 引き抜き、ガス分析
を行った。ガス組成の測定には、TCD 型検出器ガスクロマトグラフ（GC-8A 
SHIMADZU）を用いた。キャリアガスはアルゴン。カラム温度 90 ˚C、検出器
温度 100 ˚C、注入孔温度 100 ˚C、感度 60 m、カラム流量 42 mL/分の条件で分
析を行った。ガス試料の注入量は 1 mL とした。結果はクロマトパック（C-R8A 
CHROMATOPAC、SHIMADZU）により打ち出した。使用したカラムは、
SHINCARBON ST（ステンレス、3 mmφ×2 m）である。標準ガスはメタン、
水素の 2 種類である。 
 
・6. M. thermoautotrophicus 付着担体の取り出し 
  45 時間の培養後、カーボンフェルトを培養瓶の中から取り出した。サンプ
ルは、残留物を除去するために、滅菌した PBS 溶液で３度洗浄された。5 個の
培養担体のうち 2 個を定量 PCR による付着量の分析に用いた。 
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・7. 定量 PCR 
各処理担体に付着した M. thermoautotrophicus の量を比較するために、ア
ーキア 16S rDNA を標的とした定量 PCR を行った。培養後 0.9 % NaCl で洗浄
したカーボンフェルトを破砕し、Power Soil® DNA Isolation Kit (Mo Bio 
Laboratories, Inc., Carlsbad, CA, USA)を用いて DNA 抽出を行った。抽出はマ
ニ ュ ア ル を 参 考 に 行 っ た 。 ま た 比 較 の た め に 、 接 種 直 前 の M. 
thermautotrophicus 種菌液と、45 時間培養後の菌液についても同様に DNA 抽
出を行った。 
定量 PCR は、Chromo 4™, Opeticon Monitor™ software (ver. 3.1; Bio-Rad 
Laboratories, Inc., CA, USA)および Mighty Amp® for Real Time (SYBRR 
Plus) (Takara Bio Inc., Shiga, Japan)を用いて行った。反応液(25 µL)はメーカ
ーのプロトコルに従い、2× Mighty Amp for Real Time (TB Green™ Plus, 12.5 
µL), プライマー 1106F (5’- TTW AGT CAG GCA ACG AGC-3’) and 1378R 
(5’-TGT GCA AGG AGC AGG GAC-3’; 1 µL each) 15)、DNA 抽出液(1 µL)、滅菌
ミリ Q 水を混合した。定量 PCR のプログラムは、初期熱変性として 95 ˚C 10 s
で加熱した後, 熱変性 95 ˚C 10 s，アニーリング 57 ˚C 10 s，伸長反応 72 ˚C 6 s




  培養 45 時間における気層中のメタンガス量を図 3-3-1 に示した。蒸留水お
よび SDS(0.1 mM, 1.0 mM)で処理をした M. thermautotrophicus 菌液では、培
養 12 時間でメタンの生成が起き、培養開始から 24 時間には定常状態(メタンガ
ス率 30%前後)に達した。一方で、NaOH 処理をしたメタン菌では、培養 24 時
間目にメタン生成が起き、培養 45 時間目のメタンガス率はわずか 4.4%であっ
た。HCl および CTAB(0.1 mM, 1.0 mM)で処理したメタン菌からは培養期間に
メタンの生成は見られなかった。 
 
・２. 菌体表面処理による M. thermautotrophicus 付着量の比較 
  定量 PCR によって求められた M. thermautotrophicus 量の結果を図 3-3-2
に示した。白が培養 0 時間目、黒が培養 45 時間目におけるカーボンフェルト上
の付着量、グレーが培養 45 時間目の培養液中の M. thermautotrophicus 量を示
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している。 
  培養 0 時間目の初期 M. thermautotrophicus 量に注目すると、メタンガス
生成の活発だった蒸留水処理および SDS(0.1 mM, 1.0 mM)処理区では 109 
copies のメタン菌が接種されていたのに対し、NaOH 処理および HCl 処理では
107 copies，1.0 mM CTAB 処理ではわずか 3.46×105 copies と初期メタン菌量
にばらつきがあった。	
  培養 45 時間目における、カーボンフェルト上のメタン菌量および培養液中
のメタン菌量の関係を表 3-3-1 に示した。培養液中のメタン菌量が検出限界未満
(103 copies 未満)であった HCl 処理と STAB 処理を含め、全ての処理で培養液
中に浮遊する M. thermautotrophicus 量よりも、カーボンフェルトに付着する
M. thermautotrophicus の方が多かった。特に NaOH 処理では培養液全体に存




 本研究では、カーボンフェルト電極に対する M. thermautotrophicus 菌体表
面の付着要因を明らかにするために、M. thermautotrophicus に対し７種類の
化学処理を行った。 
 M. thermautotrophicus に対し 0.5 M NaOH 処理を行った時、培養液全体に
存在する菌体の約 705 倍の菌量がカーボンフェルト電極上に付着していた。コ
ントロールである蒸留水処理の付着比が 3.7 倍であったことからも、M. 






 HCl 処理および CTAB 処理では培養液中のメタン菌量が検出限界未満(103 
copies 未満)であったのに対し、カーボンフェルト上には 105〜107 copies の M. 
thermautotrophicus が付着していることがわかった。しかし、これらの処理区
では培養期間にメタンガスの生産がなく、接種時と比べメタン菌総量が減少し










 本研究においても、蒸留水処理区と比べて SDS 処理区では、カーボンフェル
トへの付着比に大きな変化が見られなかったことから、M. thermautotrophicus
菌体表面の正の遊離基(アミノ基など)がカーボンフェルトへの付着に与える影















M. thermautotrophicus の高密度付着を行うこととした。M. thermautotrophicus の付
着特性を明らかにするため，カーボンフェルトに様々な表面修飾(KOH, NaOH, 
HCl, HNO3, H2SO4, Na2SO4, Na2HPO4)を行い、電極表面性状の変化と M. 
thermoautotrophicus の付着量の関係から、M. thermoautotrophicus の付着特性に影
響している性状を明らかにした。一般的に、メタン菌は疎水性表面に付着しや
す い と 言 わ れ て い る が 、 本 実 験 で は 各 処 理 電 極 の 水 接 触 角 と M. 
thermoautotrophicus の付着量の間に相関関係は見られなかった(R2=0.1688)。一方、
官能基量と M. thermoautotrophicus 付着量の関係を調べたところ、 M. 
thermoautotrophicus の付着量の多かった４処理(NaOH, H2SO4, HCl, NaH2PO4)で
は、-COOH 基と-OH 基が 1:0.65 の比で存在していた(R2=0.9607)。それに対し、
M. thermoautotrophicus 付着量が増加しなかった KOH, Na2SO4 処理では、-COOH
基と-OH 基の相関は低かったことから、-COOH 基と-OH 基がバランス良く担体
表面に修飾された時、メタン菌との親和性が向上する可能性が示された。 
 第三節では M. thermoautotrophicus の付着に関与する菌体表面官能基を明らか
にするために、M. thermoautotrophicus に対し７種類の化学処理を行い、カーボ
ンフェルト電極への付着性を評価した。その結果、既往の報告と同様に陰イオ
ン界面活性剤である SDS 処理区では M. thermautotrophicus の付着性に影響が
出なかったことから、菌体表面の正の遊離官能基(アミノ基など)ではなく、負の




































































































表 3-3-1 培養 45 時間における表面処理 M. thermautotrophicus の付着比 
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・1. MFC の構造 
  厚さ 4 mm のシリコンゴムシートに直径 1 cm の穴を開け、カソード電極と
アノード電極をそれぞれ嵌め込み、プロトン交換膜(Nafion®117, Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO, USA) と一緒にマイクロセル (Microcell, Tsukuba Materials 
Information Laboratory, Ltd., Japan)に挟み込むことでマイクロサイズメタン菌カ
ソード MFC を作製した。 
 
・2. 培地成分 
カソード培地として、ミリ Q 水に 0.14 g/L KH2PO4, 0.54 g/L NH4Cl, 0.20 g/L 
MgCl2•6H2O, 0.075 g/L CaCl2•2H2O, 2.5 g/L NaHCO3, 0.20 g/L イースト抽出物, 0.1 
mg/L レサズリン, 微量元素溶液を溶かし、オートクレーブ滅菌(120˚C, 20 分)を
行った。滅菌後は、培地が熱いうちにオートクレーブから取り出し、氷中で培
地を急冷しながら、CO2 ガス(≧99.5%)で 30 分間バブリングを行った。その後、
ビタミン溶液と 0.5 g/L システイン-HCl, 0.5 g/L Na2S•9H2O を添加し、HCl によ
り pH 7.00 前後に調整した。カソード培地に添加した微量元素溶液およびビタミ
ン溶液については、NBRC の Medium 1067 を参考にした 6)。 
アノード培地についても同様に、ミリ Q 水に 0.14 g/L KH2PO4, 0.54 g/L 
NH4Cl, 0.20 g/L MgCl2•6H2O, 0.075 g/L CaCl2•2H2O, 2.5 g/L NaHCO3, 0.20 g/L イー
スト抽出物, 0.1 mg/L レサズリン, 微量元素溶液を溶かし、オートクレーブ滅菌
(120℃，20 分)を行った。滅菌後は、培地が熱いうちにオートクレーブから取り
出し、氷中で培地を急冷しながら、N2 ガス(≧99.999 %)で 30 分間バブリングを
行った。その後、ビタミン溶液と亜セレン酸塩/タングステン酸塩溶液，0.5 g/L シ
ステイン-HCl, 0.5 g/L Na2S•9H2O，プロピオン酸 10 mM, 酢酸ナトリウム 5mM
を添加し、pH 7.00 前後になるように HCl にて調整を行った。微量元素溶液およ
びビタミン溶液、亜セレン酸塩/タングステン酸塩溶液の組成については、
Pelotomaculum の培地である DSMZ の Medium 960 を参考にした 7)。 
 
・3. 運転条件 
  カソード上のメタン生成菌の初期付着量と、MFC の発電性能の関係を調べ
るために、同一の燃料電池を２つ(No.1 MFC，No.2 MFC)用意した。 
  最初の 4000 min は両 MFC とも、嫌気性微生物の付着したアノードと滅菌
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カソードによって事前運転を行った。4000 min の事前運転の後、No.1 MFC で
は精製水処理カーボンフェルトを利用したメタン菌カソード、No.2 MFC は
NaOH 処理を行ったメタン菌カソードに付け替え、4000 min の連続運転を行っ
た。MFC は電極部を除きウォーターバスに浸すことで 56 ˚C を保持した。 
 
・4. 電気化学分析 
 メタン菌カソード MFC の発電能力を調べるために、電圧計(midi LOGGER 
GL240，GRAPTEC, Japan)を用いて５分ごとに電圧 V を測定した。この時、10 Ω
の外部抵抗を接続しているため、電流値 I は I = V/10 で求められる。 
電気化学分析を行うために、定期的に電圧計と外部抵抗の接続を外し、ポテ
ンショスタット(ECstat-101, EC FRONTIER CO., Ltd., Japan)による分析を行った。
電気化学分析は、線形リニアボルタメンメトリを走査速度 1 mV/s で行い、デー
タはポテンショスタットに接続した PC で記録した。 
 
・5. DNA 抽出 
電極上に付着する微生物の DNA 抽出を行う場合、カーボンフェルト電極ごと
破砕するため、MFC に使用する微生物電極から直接 DNA を抽出することはで
きない。そこで、カソード電極の付着培養時に、同じバイアル瓶内に複数のカ
ーボンフェルト電極を培養し、そのうち１つを MFC 電極に利用、残りを DNA
抽出することで、MFC 運転開始時の電極上に付着するメタン菌量を推測した。
MFC 運転後の電極については、そのまま破砕し DNA 抽出を行った。 
DNA 抽出は、Power Soil DNA Isolation Kit (Mo Bio Laboratories, Inc., Carlsbad, 
CA, USA)を用いて行った。 
 
・6 定量 PCR 
定量 PCR は、Chromo 4™, Opeticon Monitor™ software (ver. 3.1; Bio-Rad 
Laboratories, Inc., CA, USA)および Mighty Amp® for Real Time (SYBRR 
Plus) (Takara Bio Inc., Shiga, Japan)を用いて行った。反応液(25 µL)はメーカ
ーのプロトコルに従い、2× Mighty Amp for Real Time (TB Green™ Plus, 12.5 
µL), プライマー 1106F (5’- TTW AGT CAG GCA ACG AGC-3’) and 1378R 
(5’-TGT GCA AGG AGC AGG GAC-3’; 1 µL each) 8)、DNA 抽出液(1 µL)、滅菌
ミリ Q 水を混合した。定量 PCR のプログラムは、初期熱変性として 95 ˚C 10 s
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で加熱した後, 熱変性 95 ˚C 10 s，アニーリング 57 ˚C 10 s，伸長反応 72 ˚C 6 s





  精製水処理区および NaOH 処理区のメタン生成菌担体をカソードに用いた
MFC を作製し、同条件で約 4000 min の連続運転を行った。両 MFC とも 2000 
min 程度まではほとんど同じ電流の動きをしていたが、2000 min 〜 2500 min
の時点で NaOH 処理区の MFC は発生電流が順調に伸び、精製水処理 MFC で
は発電が止まった。結果、4300 min の運転で、精製水処理 MFC の最大電流密
度が 165 mA/m2，NaOH処理MFCの最大電流密度が 1270 mA/m2となった（図 
4-1-1）。したがって、メタン生成菌の付着が多かった NaOH 処理区では精製水
処理区と比較して、約 7.5 倍高い電流の発生が起きたことになる。 
 
・2. 定量 PCR 
  カソードとして使用する前の精製水処理担体および NaOH 処理担体のメタ
ン生成菌の付着数は、（図 4-1-2）のように、精製水処理区で 7.1 ×108 copies/cm2，
NaOH 処理区で 1.3 ×109 copies/cm2と、NaOH 処理区の方が約２倍メタン生成
菌の初期付着量が多かった。しかし、連続運転後のカソード上のメタン生成菌
の付着量は両区ともに約 3 × 106 copies/cm2にまで減少していた。 
 
・考察 
 第４章では、２つの同一の MFC を用意し、No.1 MFC のカソード電極には精
製水処理を行ったメタン生成菌担体を、No.2 MFC には NaOH 処理を行ったメ
タン生成菌担体をカソード電極として使用した。連続運転前のカソード上のメ
タン生成菌数は、それぞれ精製水処理区で 7.1 ×108 copies/cm2，NaOH 処理区
で 1.3 ×109 copies/cm2とNaOH処理区の方が約２倍メタン生成菌の初期付着量
が多かった。これらの MFC は、4300 min の運転で、精製水処理 MFC の最大
電流密度が 165 mA/m2，NaOH 処理 MFC の最大電流密度が 1270 mA/m2とな
り、NaOH 処理区では精製水処理区と比較して、約 7.5 倍高い発電が確認でき
た。 
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 今回、連続運転前の NaOH 処理区カソードでは、精製水処理区カソードと比
較し、メタン生成菌の付着量が約２倍増加していた。一方で、これらのカソー



















































図 4-1-1 精製水処理カソード MFC， 






























図 4-1-2 精製水処理カソード MFC，NaOH 処理カソード MFC における 
     運転前のカソード上メタン菌数の比較 
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近年一部のメタン菌について、他のバクテリア 1), 2)や電極 3), 4)から直接電子を
受け取り、メタンを生成する能力を持つことが示唆されたが、酸化還元電位の
低さから MFC カソードとして利用することは難しいと考えられていた 5)。しか
し本研究では、アノードに有機物分解菌、カソードに Methanothermobacter 
thermautotrophicus strain ∆H を接種した MFC によって、メタン生成と発電を同時
に行う MFC を作製することに世界で初めて成功した。また、メタン菌カソード
MFC のマイクロサイズ化や連続運転により、既報の白金カソード MFC6)を超え
る電力密度(500 mW/m2)を達成し、白金代替触媒としてメタン菌を MFC カソー
ドに利用可能であることを示した。 
カーボンフェルト電極へのメタン菌付着量が多い時、メタン生成速度の向上




その結果、カーボンフェルト表面を NaOH、HCl、H2SO4, Na2HPO4 によって表面




量の有意な増加が見られた化学処理区では、表面官能基が-COOH : -OH = 1 : 0.65 




Momose らの報告 10)と同様に、陰イオン界面活性剤である SDS 処理区では M. 
thermautotrophicus の付着性に影響が出なかったことから、菌体表面の正の遊




これらの結果より、第４章では NaOH 処理を行ったメタン菌カソード MFC を
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用いて発電性能の評価を行なった。精製水で処理を行ったコントロール区と比
べて、NaOH 処理メタン菌カソードには M. thermautotrophicus が２倍付着してい
た。また、これらのメタン菌カソードを用いて連続運転を行った結果、NaOH 処
理カソード MFC でコントロール区の 7.5 倍高い電流値を生産した。また、第２
章で行った連続運転と比較をしても、NaOH 処理メタン菌カソード MFC では電
流の立ち上がり時間が早くなっており、化学的表面処理によるメタン菌カソー
ドの高密度化によってメタン菌カソードMFCの性能が向上したことが示された。 







12)。仮に、電極投影面積 1 cm2 の電池によって自立型センサーを動かそうとする
と、500 µW/cm2 = 5,000 mW/m2 の電力出力が必要となる。したがって、現在の
最大電力密度(500 mW/m2)の 10 倍以上の発電性能を安定して供給することがで
きれば、メタン菌カソード MFC によるセンサー電源への利用が現実的となる。
また Yamashita らは超低消費電力型エナジーハーベスタを開発し、水田 MFC と
組み合わせることでわずか 9 µW の電力出力で CO2 センサーや無線モジュール
の駆動に成功した 13)。本研究のメタン菌カソード MFC から実際に得られた電力





ことから白金コストが課題となっている 5)。Moon らは 0.4 mg/cm2 の白金を担持
したグラファイトカソードによって、560 mW/m2 の最大電力密度を達成した 14)。
2020 年 1 月現在、白金の小売価格は 1 g 当たり約 3,900 円であることから、この
白金カソード 1 m2 を作製するのに白金コストだけで 15,600 円の費用がかかる。
それに対し本研究で作製したメタン菌カソード MFC では、白金を一切使用せず
最大電力密度 500 mW/m2 を達成した。従って、白金代替触媒としてメタン菌を
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利用することで、資源リスクを解消するだけでなく、カソードコストを抑えよ
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